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分かっている(3-7)。アミノ酸トランスポーターの一種である L-type amino acid 


































 ウエスタンブロッティングに使用する標品のタンパク定量は Bradford 法によ
り行った。Bradford 法はマイクロプレートリーダー(Molecular Devices)を用いて
行った。[125I]IMT 取り込みアッセイに使用したタンパク定量は BCA 法により行
った。Total RNA 量は 260 nm の吸光度より算出した。各種解析で得られた値は
平均値±標準誤差で表示した。統計学的有意差は一元配置分散分析(One-way 
ANOVA)または二元配置分散分析(Two-way ANOVA)後、認められた水準間の差を
Bonferroni’s post hoc test または Dunnett’s post hoc test を用いて検定した。また、




 [125I]NaI (629 GBq/mg as iodine)は PerkinElmer から購入した。pcDNA3-FLAG-
Rheb-N153T (#19997)ベクターは Addgene から入手した。FBS は Equitech-Bio 
(Ingram、 TX、 U.K.) より購入した。Trypsin は、DIFCO (Detroit、 MI、 U.S.A.) 
より購入した。Hybond N+ positive charged membrane は Amersham Life Science 
(Buckinghamshire、England) より購入した。クロラミン-T、硝酸銀、抱水クロラ
ールおよび亜硝酸ナトリウムはナカライテスク(京都)から購入した。DMEM、




体(#9205)、抗 p70S6K1 抗体(#2708)、抗リン酸化 4E-BP1 抗体(#2855)、抗 4E-BP1
抗体(#9644)、抗 elF2α 抗体(#5324)、抗リン酸化 elF2α 抗体(#9721)、抗リン酸化
Erk1/2 抗体(#4370)、抗 Erk1/2 抗体(#4695)、抗リン酸化 JNK 抗体(#4688)、抗 JNK
抗体(#9252)、抗リン酸化 p-38 抗体(#4511)、抗 p-38 抗体(#8690)、抗 NFATc1 抗体
(#8032)、抗 pan-Akt 抗体(#4685)、抗リン酸化 Akt 抗体(#4060)、抗リン酸化 GSK3β
抗体(#9323)、抗 GSK3β 抗体(#9315)、抗リン酸化 IKKα/β 抗体(#2697)、抗 IKKα
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抗体(#2689)、抗リン酸化 IkBα 抗体(#2859)、抗 IkBα 抗体(#4812)、抗 p-65 抗体
(#8242)は Cell Signaling Technology (Beverly, MA)より購入した。抗 β-actin 抗体
(#sc-47778)は Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.A.)より購入した。
抗 LaminB1 抗体(MABS492)は EMD Millipore から購入した。Naphthol AS-MX 
phosphate、Pararosaniline Hydrochloride、Fast and violet LB salt は Sigma-Aldrich 
Corporation (NASDAQ: SIAL)より購入した。Allophycocyamim (APC)-conjugated 
anti-CD11b antibody (M1/70)、 Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-
CX3CR1 antibody (SA011F11) および PE-conjugated anti-CD51 antibody (RMV-7)は
BioLegend から購入した。Phycoerythrin (PE)/Cy7-conjugated anti-Ly6C (AL-21)、
FITC-conjugated anti-CD45 antibody (30-F11)および PE/Cy7-conjugated anti-Sca1 
antibody (D7)は BD Pharmingen から購入した。FITC BrdU Flow Kit、FACSVerse、
FITC-Annexin V は BD Biosciences から購入した。Recombinant mouse receptor 
activator of NF-κB ligand (RANKL)は R&D system, International (Mineapolis, MN, 
U.S.A) より購入した。Entellan New , Aluminiumoxid 60 は Merck より購入した。
Penicillin-streptomycin は GIBCO BRL (MD, U.S.A.)より購入した。BMS-345541 は







ATF4   Activating transcription factor 4 
AME   2-methoxyethyl acetate 
BFR   Bone formation rate 
BMM   Bone marrow macrophage 
BrdU   Bromo deoxyuridine 
BV/TV   Bone volume per tissue volume 
CX3CR1  CX3C chemokine receptor 1 
cDNA   Complementary deoxyribonucleic acid 
CD11b   Cluster of differentiation 11b 
CD45   Cluster of differentiation 45 
CD51   Cluster of differentiation 51 
ChoCl   Choline Chloride 
Ctsk   Cathepsin K 
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CTx   Collagen type 1 C-Telopeptide 
DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium  
EAA   Essential amino acids 
Erk1/2   Extracellular signal-regulated kinase 1/2 
FBS   Fetal bovine serum 
GAAC   General amino acid control 
GFP   Green fluorescent protein 
GSK-3β   Glycogen synthase kinase 3β 
HBSS   Hanks’ Balanced Salt Solution 
HPLC   High performance liquid chromatography 
IκB   Inhibitor of κB 
IKK   IκB kinase 
Ile   Isoleucine 
[125I]IMT  L-3-[125I]iodo-α-methyltyrosine 
JNK1/2   Jun-N-terminal kinase 
LAT1   L-type amino acid transporter 
Leu   Leucine 
Ly6C   Lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 
MEMα   Minimum essential medium eagle, alpha modification 
mRNA   Messenger ribonucleic acid 
mTORC1  Mechanistic target of rapamycin complex 1 
NaCl   Sodium Chloride 
NFATc1   Nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 
NF-κB   Nuclear factor κB 
N.Ob/T.Ar  Number of osteoblast per Tissue area 
N.Oc/T.Ar  Number of osteoclast per Tissue area 
Oc.S/BS              Osteoclast surface per Bone surface 
Osx   Osterix 
PBS   Phosphate buffered saline 
P1NP   Procollagen type 1 N-terminal propeptide 
p70S6K   70 kDa ribosomal protein S6 Kinase 1 
RANKL  Receptor activator of NF-κB ligand 
Rheb   Ras homolog enriched in the brain 
Sca-1   Stem cell antigen-1 
Slc7a5   Solute carrier transporter 7a5 
Tnfrsf11a  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a 
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TRAP   Tartrate-resistant acid phosphatase 
Tsc1   Tuberous sclerosis complex 1 
Tyr   Tyrosine 
Val   Valine 







































 LAT1 は Na+非依存性中性アミノ酸トランスポーターであり、様々ながん組織
において高発現している一方で、正常組織における LAT1 の発現は、血液脳関門
や胎盤、脾臓などに局在的であるとされている。しかしながら、マウス由来 T 細










2.2.1 [125I]IMT の合成 
 
 [125I]IMT は担体非存在下で行ったクロラミン T 法により合成した。L-α-メチ
ルチロシンと [125I]NaI、クロラミン T を反応させ、79.8%の放射化学収率で化合
物を得た。その後、HPLC を用いて[125I]IMT を分取した。尚、[125I]IMT は、非放








2.2.2 [125I]IMT を用いたアミノ酸取り込みアッセイ 
 
 培養した細胞を HBSS で 2 回洗浄し、新しい HBSS を加え、37 ℃かつ 5%の
CO2濃度を維持した CO2インキュベーター内で 10 分間インキュベートした。そ
の後、176.5 pM の[125I]IMT を含む 4 ℃の HBSS または同じ濃度の[125I]IMT を含
む 37 ℃の HBSS に交換し、30 分間インキュベートした。溶液を除去することで
反応を停止させ、1 mM の非標識 L-α-メチルチロシンを含む氷冷した HBSS で 3











2.2.4 Fluorescence-activated cell sorter (FACS) 
 
 大腿骨と脛骨を粉砕し、0.2％コラゲナーゼ溶液で処理した後、0.15 M NH4Cl
に 5 分間処理することで赤血球を取り除いた。次に、細胞を 2％ FBS を含む PBS
に再懸濁し、死細胞排除用の 7-Amino-ActinomycinD (7-AAD)と破骨前駆細胞マ
ーカーカクテル(Allophycocyanin (APC)標識抗 CD11b 抗体(M1/70)、fluorescein 
isothiocyanate (FITC)標識抗 CX3CR1 抗体(SA011F11)および Phycoerythrin (PE9-
Cy7 標識抗 Ly6C (AL-21))または 7-AAD と骨芽細胞マーカーカクテル用抗体
(FITC 標識抗 CD45 抗体(30 -F11)、PE 標識抗 CD51 抗体(RMV-7)および PE-Cy7
標識抗 Sca1 抗体(D7))を加え、4 ℃で 30 分間静置した。免疫染色された細胞を






2.2.5 Real time polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 細胞から全 RNA を抽出した後、逆転写酵素とオリゴ dT プライマーを用いて
cDNA を合成し、RT-PCR 分析に使用した。測定は MX3005P (Agilent Technologies)
で行い、各遺伝子に特定のプライマーを使用した。使用したプライマーの配列は


























ることが報告されている [125I]IMT を合成し(Fig. 1)、野生型マウス由来の初代培
養骨芽細胞および初代培養破骨前駆細胞の両方に曝露して、細胞内への取り込
みを測定することで、それぞれの細胞における LAT1 の活性を評価した(30,31)。 
 
 
Fig. 1 [125I]IMT の合成 
 
その結果、どちらの細胞においても[125I]IMT の取り込みは 4 ℃の緩衝液中と





の関与を検討するため、LAT1 の特異的阻害剤である JPH203 (32)を 30 μM で各
種細胞に曝露したところ、骨芽細胞への取り込みはコントロール群の 60％程度




Fig. 2 温度依存性[125I]IMT の取り込み量測定 
 
Fig. 3 Na+非依存性[125I] IMT の取り込み量測定 
 
Fig. 4 LAT1 阻害剤存在下における[125I] IMT の取り込み量測定 
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2.3.2 骨粗鬆症モデルマウス由来細胞における LAT family




発現する LAT ファミリーの mRNA 量を測定した。 OVX マウスまたは偽手術を
施した C57BL/6 マウス(以下、Sham マウスと記載)から CD11blow/-CX3CR1+Ly6Chi 
細胞(骨組織中の破骨前駆細胞様細胞(27))、および CD45-CD51+Sca1- 細胞(骨組織
中の骨芽細胞(33))を FACS により単離した(Fig. 5)。その後、それらの細胞に発現
する LAT ファミリーの mRNA レベルを RT-PCR 法により測定した。 
 
 
Fig. 5 OVX マウス由来骨髄細胞を用いたフローサイトメトリー 
 
 Slc7a5、Slc7a8、Slc3a2、および Slc1a5 の発現量は、骨芽細胞よりも前駆破骨







Fig. 6 野生型マウス由来細胞における各種トランスポーターの mRNA 発現量解析 
 
 
























 続いて、OVX マウスと Sham マウスから採取した破骨前駆細胞と骨芽細胞の
mRNA 発現量の比較により、OVX マウスの破骨前駆細胞でのみ LAT1 をコード





























 Chapter 2 で得られたデータは LAT1 が閉経後骨粗鬆症の直接的または間接的
な病因である可能性に加えて、LAT1 が骨芽細胞および破骨細胞において発現し、
機能していることを示唆するものであった。しかしながら、生理的条件下におけ











Slc7a5fl/flマウスを Tnfrsf11a-Cre、Lyz2-Cre マウスおよび Osx-Cre マウスと交配さ





3.2.2 Micro-computed tomography (μCT) 解析 
 
マウスから摘出した大腿骨を 4 ℃の 70% EtOH 中で固定し、μCT システム
(Comscan)を使用して撮影(90 kV, 45 µA)し、TRI/3D-BON ソフトウェア(RATOC)





サクリファイスしたマウスの腰椎を 70％ EtOH 中で 4 ℃環境下 1 晩固定した
後、EtOH を用いて段階的に脱水し、メタクリル酸メチル樹脂に包埋した。樹脂





3.2.3 の方法で作製した切片を Von Kossa 染色したものを用いて BV/TV を測定
した。また、Toluidine blue 染色および TRAP 染色を行うことで、切片中の骨芽
細胞と破骨細胞を可視化し、標準プロトコルに従って、それぞれの細胞の活性化
パラメータと BFR を解析ソフト Osteomeasure (OsteoMetrics)を用いて測定した
(41)。 
 
3.2.5 Von Kossa 染色 
  
3.2.3 の方法に準じて作製した切片のスライドガラスを AME に 30 分間浸し、
MMA を取り除いた後、100% EtOH2 回、95% EtOH、80% EtOH、70% EtOH、蒸
留水 2 回の順に 2 分間ずつ浸し、水和した。その後、1% Silver nitrate、蒸留水、
Sodaformal (5% Sodium carbonate、37% Formaldehyde)、水道水、 5% Sodium 
thiosulfate、水道水、Van Gieson (1% Acid fuchsin solution、Picric acid saturated 
solution)、水道水の順に 1 分間ずつ浸し、カルシウム沈着部位の染色を行った。
染色後、70% EtOH 3 回、80% EtOH 2 回、95% EtOH、100% EtOH 2 回の順に 1 分











3.2.6 TRAP 染色(in vivo) 
 
3.2.3 の方法に準じて作製した切片のスライドガラスを AME に 30 分間浸し、
MMA を取り除いた後、100% EtOH 2 回、95% EtOH、80% EtOH、70% EtOH、蒸
留水 2 回の順に 2 分間ずつ浸し、水和した。その後、Basic Solution (9.7% Sodium 
acetate, 12% L-(+)-tartaric acid, 0.03% Acetic acid, pH 4.7-5.0) に浸し、40 ℃で反応
させた。30分後、1%のNaphtol AS-BI Substrate Solution (2% Naphtol AS-BI phosphate 
in 2-methoxyethyl acetate)を混ぜ、再び 40 ℃で反応させた。さらに 30 分後、4% 
Sodium nitrite と Pararosaniline Dye (0.5% Pararosaniline chloride in 2 N HCl)を 1:1 で
混和し、そのうち 4 mL を新しい Basic Solution 190 mL に混和した液にスライド
ガラスを浸し、室温で 60 分染色した。蒸留水で洗浄後、Carrazi`s hematoxylin で
1 分間対比染色を行い、再び蒸留水で洗浄した。その後 50% Glycerol in TE で封
入を行い、風乾した。 
 
3.2.7 Toluidine blue 染色 
 
3.2.3 の方法に準じて作成した切片のスライドガラスを AME に 30 分間浸し、
MMA を取り除いた後、100% EtOH 2 回、95% EtOH、80% EtOH、70% EtOH、蒸
留水 2 回の順に 2 分間ずつ浸し、水和した。その後、1% Toluidine blue 水溶液に
浸し、30 秒静置した。その後、蒸留水に浸すことでスライドガラスに残った
Toluidine blue を取り除き、さらに 70% EtOH に浸して余分な Toluidine blue を取
り除いた。その後、90% EtOH 2 回, 100% EtOH 2 回の順に 2 分間ずつ浸し、Xylene
に 1 分間ずつ 3 回浸したのち、Entellan new で封入した。 
 
3.2.8 BFR 計測 
 
 Calcein buffer (0.15 M NaCl and 2% NaHCO3 in ddH2O)に 2.5 mg/mL の濃度にな
るように Calcein を溶かした溶液をサクリファイスの 5 日前と 2 日前に 25 mg/kg
で腹腔内投与し、3.2.7 の方法に準じて作製した Toluidine blue 染色の切片に顕微
鏡下で蛍光を当て、Calcein 沈着部位を視覚化した。その後、Osteomeasure 










3.3.1 破骨細胞特異的 LAT1 欠損による骨組織への影響 
 
まず、破骨細胞に発現する LAT1 について検討することにした。Slc7a5 のコン
ベンショナルノックアウトマウスが E9.5〜11.5 で胚致死的であることを考慮し
(16,42)、Slc7a5fl/fl マウスと Tnfrsf11a-Cre マウスまたは Lyz2-Cre マウスとの交配
によって破骨細胞特異的 Slc7a5 ノックアウトマウスを作製した(Fig. 8)。 
 
 













Tnfrsf11a+細胞特異的に Slc7a5 を欠損させたマウス (以後、 Tnfrsf11a-
Cre;Slc7a5fl/flマウスと記載)から採取・培養した破骨細胞において、Slc7a5 mRNA
レベルの顕著な減少が Slc7a5fl/flマウスと比較して確認された(Fig. 9)。 
 





Fig. 10 Tnfrsf11a-Cre;Slc7a5fl/flマウスの大腿骨および椎骨の骨量解析 
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骨形態計測により、N．Ob/T．Ar および BFR などの骨形成パラメータが、








ある CTx が高濃度で存在していることが明らかになった(Fig. 12)。 
 




我々は Lyz2-Cre ノックインマウスを用いて同様の実験を行った。 Tnfrsf11a-Cre; 




Fig. 13 Lyz2-Cre;Slc7a5fl/flマウスの椎骨における骨量測定および骨形態計測 
 










3.3.2 骨芽細胞特異的 LAT1 欠損による骨組織への影響 
 
 3.3.1 では生理学的条件下の骨の恒常性維持における破骨細胞の LAT1 の関与
が示されたので、次に骨の恒常性維持における骨芽細胞の LAT1 が担う役割を検
討した。Slc7a5 fl/flマウスと SP7-Cre マウス(以下、Osx-Cre マウスと記載)との交
配によって骨芽細胞特異的 Slc7a5 ノックアウトマウス(以下、Osx-Cre; Slc7a5fl/fl
マウスと記載)を作製した(Fig. 14)。この Osx-Cre マウスの Cre リコンビナーゼは
GFP と融合した状態で発現することが確認されている。 
 
Fig. 14 Cre-loxP システムを用いた骨芽細胞特異的 Slc7a5 欠損マウスの作製 
 





















Fig. 17 骨芽細胞特異的 Slc7a5 欠損マウスの骨形態計測 
 
 
































ンジを用いて骨髄を洗い、10% FBS/αMEM 中に回収した。これを 1500 rpm、5 分
間遠心分離し、沈渣を 10% FBS/αMEM に懸濁し、10% の濃度になるように
CMG14-12 上清を加え、ペトリディッシュに播種し、37 ℃、5% CO2条件下で 72
時間インキュベートした。その後、メディウムをアスピレーターで除去し、10% 
FBS/αMEM で 1 度洗った後、ペトリディッシュ上に付着していた細胞(BMM)を
破骨前駆細胞として実験に用いた。この細胞をトリプシン-EDTA 処理により分
散し、1500 rpm、5 分間遠心分離し、沈渣に 10 mL の 10% FBS/αMEM を加え、
十分に懸濁し、10%の CMG14-12 上清を加え、5×104 cells/mL の密度で各プレー








4.2.2 BMM の分化誘導 
 
 4.2.1 の方法で培養した後、メディウムをアスピレーターで除去し、10% 
FBS/αMEM に CMG14-12 上清を 2%、RANKL を 20 ng/ml の濃度になるように
加えたメディウムに交換した。37 ℃、5% CO2条件下で培養し、48 時間ごとに同
様のメディウムに交換した(43)。 
 




well 内のメディウムをアスピレーターで除去し、細胞を PBS で洗浄後、4% PFA
を用いて 10 分間室温で固定した。4% PFA を除去した後、PBS で洗浄し、EtOH
と Acetone を 1:1 の比率で混ぜた液体を各プレートに加えて室温で 30 秒インキ
ュベートした。その後、溶液を除去し、プレートを完全に風乾した。続いて、用
時調製した TRAP 染色溶液 (0.22 mM Naphtol AS-MX phosphate, 1.33 mM Fast red 





4.2.4 Pit formation assay 
 
牛の大腿骨の肉を削ぎ落し、大腿骨の薄いスライスを作成した。それを 48 well 
plate 上に設置し、4.2.1 の方法で調製した細胞をその上に播種した。そして、4.2.2
で示した分化誘導用メディウムを用いて 6 日間培養を行った。その後、骨表面
上を歯ブラシでこすり破骨細胞を削ぎ落し、PBS で 3 回洗浄し、20 μg/mL WGA-
lectin を含む PBS を骨上に加え 1 時間反応させた。反応後、PBS で 3 回洗浄を行







4.2.5 BrdU cell proliferation assay 
 






 2.2.5 と同様。 
 
4.2.7 BMM 由来のタンパク質抽出 
 
 培養ディッシュからメディウムをアスピレーターで除去し、培養ディッシュ
上の細胞を冷 GPBS で 1 回洗浄後、冷 GPBS 中でセルスクレーパーを用いて細
胞を回収し、2,000 g、5 分間遠心した。上清を除去し、沈渣に各種ホスファター
ゼ阻害剤(5 mM Dithiothreithol (DTT)、10 mM Sodium fluoride (NaF)、10 mM β-
glycerophosphoric acid (β-GP))および 1 μg/mL の各種プロテアーゼ阻害剤((p-
Amidinophenyl) methanesulfonyl fluoride (APMSF) 、 Leupeptin 、 Antipain 、
Benzamidine)、そして 1% NP-40 を含む Buffer A (10 mM HEPES-NaOH (pH 7.9)、
1 mM EDTA、1 mM EGTA、10 mM KCl)を加え、ボルテックスして懸濁後、12,000 
g 、5 分間遠心して上清を全細胞抽出液とした。全細胞抽出液を、SDS 処理液 
(10% Glycerol、2% SDS、0.01% Bromphenol blue (BPB) and 5% 2-Mercaptoethanol 
in 10 mM Tris-HCl 緩衝溶液(pH6.8))と 4:1 の割合で混合し、これを 95 ℃で 5 分
間煮沸し変性させ、-20 ºC で凍結保存した。 
 
4.2.8 Western blotting 
 
 4.2.7 の方法で作製した標品を実験当日に室温にて融解し、Western blotting 法
に用いた。各標品を 10% Polyacrylamide gel (濃縮用ゲル濃度 4.5%)を用いて室温
で 2 時間電気泳動(15 mA/plate)後、あらかじめ 100% Methanol で活性化処理を行
ったタンパク質ブロッティング用 PVDF 膜に、30 分間ブロッティング(1.6 
mA/cm2)を行った。ブロッティング終了後、膜を TBST (137 mM NaCl and 0.05 % 
30 
 
Tween 20 in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5))で洗浄したのち、5% Skim milk を含む
TBST 中で 1 時間ブロッキングを行った。この膜を 1% Skim milk を含む TBST で
適当な濃度に希釈した一次抗体と 4 ºC で約 16 時間反応させ、反応後 TBST で 10
分間 3 回洗浄した。次に、1% Skim milk を含む TBST で希釈した Peroxidase 標識




4.2.9 Rheb タンパク質過剰発現 
 




養液中に 4 μg/mL の濃度になるようにポリブレンを加え、その培養液中で細胞




















4.3.1 破骨細胞分化に対する LAT1 の関与 
 
Slc7a5fl/flマウス由来のBMMにCreリコンビナーゼを発現するレトロウイルス
を感染させ、RANKL によって分化させた。続いて、TRAP 染色および Pit formation 
assay により破骨細胞の活性を評価した。その結果、TRAP 陽性多核細胞数およ
びピット形成面積は Slc7a5 欠損 BMM において有意に増加し、破骨細胞分化お
よび骨吸収の亢進を示した(Fig. 18)。 
 
Fig. 18 破骨細胞分化および骨吸収に対する Slc7a5 欠損の影響 
 
さらに、破骨細胞分化および細胞融合マーカーとして用いられる Nfatc1、7 回
膜貫通型スーパーファミリーメンバー4 (Dcstamp)、カテプシン K (Ctsk)、および
マトリックスメタロプロテイナーゼ 9 (Mmp9)の 4 種の mRNA 発現レベルは
Slc7a5 欠損破骨細胞で著しく増加していた(Fig. 19)。 
 




した。BrdU 取り込み後の細胞を FACS で解析した結果、RANKL 曝露とは無関
係に S 期の細胞数がコントロール細胞と Slc7a5 欠損細胞との間で同程度である
ことが明らかになった。さらに、Slc7a5 欠損は RANKL 曝露に関係なく、BMM
中のアポトーシス細胞の数に影響を及ぼさなかった(Fig. 20)。 
 
Fig. 20 Slc7a5 欠損細胞における細胞増殖およびアポトーシス解析 
 
これらの結果より、LAT1 が in vitro で細胞増殖および細胞生存に影響を及ぼ
すことなく破骨細胞形成を負に調節することが明らかとなった。 
 



















Fig. 21 Slc7a5 欠損細胞における mTORC1 下流タンパク質のリン酸化 
 
 さらに、RANKL により惹起された p70S6K のリン酸化は、Val、Ile、または Leu
のいずれかの欠乏により減少する傾向がみられたが、RANKL では破骨細胞にお
ける[125I]IMT 取り込みは変化しなかった(Fig. 22)。つまり、LAT1 の輸送活性は
変化しないにもかかわらず、各種アミノ酸の欠乏によって mTORC1 下流因子の
リン酸化が低下傾向を示したことから、RANKL による mTORC1 の活性化には
Leu や Val、Ile が必要である可能性が示唆された。 
 
 
Fig. 22 RANKL 曝露時の mTOR シグナル活性化に対するアミノ酸の関与 
34 
 
 続いて、mTORC1 シグナル伝達を活性化させるため、G タンパク質 G-protein 
Ras homolog enriched in the brain (Rheb)の恒常的活性化体を細胞内で過剰発現さ
せた。その結果、Slc7a5 欠損細胞の破骨細胞分化が有意に抑制された(Fig. 23)。 
 
Fig. 23 Rheb 過剰発現による Slc7a5 欠損破骨細胞の分化抑制 
 
 以上の結果から、破骨細胞に発現する LAT1 は mTORC1 シグナルを介し、破
骨細胞分化の調節に関与している可能性が示唆された。 




























可能性が示唆された。また、遺伝子欠損マウスを用いて得られた in vivo 解析の
結果は in vitro 解析において得られた知見と一致していることが明らかとなった。



































 続いて、Chapter 4 で明らかになった LAT1/mTORC1 シグナル伝達経路の下流
に存在する破骨細胞分化の調節メカニズムを解明することにした。そこで、まず




5.2.1 BMM の培養 
 
 4.2.1 と同様。 
 
5.2.2 BMM の分化誘導 
 

















 4.2.1 に準じて BMM を培養し、メディウムをアスピレーターで除去した後、
培養ディッシュ上の細胞を冷 GPBS で 1 回洗浄した。各種ホスファターゼ阻害
剤 (5 mM Dithiothreithol (DTT) 、 10 mM Sodium fluoride (NaF) 、 10mM β-
glycerophosphoric acid(β-GP))および 1 μg/mL の各種プロテアーゼ阻害剤 ((p-
Amidinophenyl) methanesulfonyl fluoride (APMSF) 、 Leupeptin 、 Antipain 、
Benzamidine)を含む Buffer A (10 mM HEPES-NaOH (pH 7.9)、1 mM EDTA、1 mM 
EGTA、10 mM KCl) を細胞に 500 μL 曝露し、Buffer A 中でセルスクレーパーを
用いて細胞を回収し、懸濁した。懸濁液に最終濃度 0.6%になるように NP-40 を
添加し、ボルテックスし攪拌後、氷水上で 5 分間静置した。20,000 g、5 分間遠
心分離した後、上清を細胞質抽出液として回収した。また、沈渣に 50 mM Tris-
HCl 緩衝液(pH 7.5) [400 mM KCL、1 mM EDTA、1 mM EGTA、5 mM Dithiothreitol、
10% Glycerol、10 mM の上記各種ホスファターゼ阻害剤および 1 μg/mL の上記
各種プロテアーゼ阻害剤]を加え、超音波破砕機で再懸濁した。懸濁液を氷水上
で 30 分間静置後、20,000g、5 分間遠心分離した。得られた上清を核抽出液とし
て回収した。それぞれの抽出液を 4.2.7 と同様の方法で SDS 処理し、作製した標
品を-20 ℃で凍結保存した。 
 
5.2.4 Western blotting 
 






5.3.1 Slc7a5 欠損がもたらす NFATc1 の核内蓄積の増加 
 
 Chapter 4 の図 D で認められた Nfatc1 mRNA 発現量の増加と一致して、細胞全
体の NFATc1 タンパク質発現量は RANKL 刺激を行った Slc7a5 欠損細胞におい
て有意に増加した。さらに、核内のタンパク質を抽出し、ウエスタンブロッティ
ングを行った結果、NFATc1 タンパク質発現量は RANKL 刺激を行った Slc7a5 欠
損細胞で有意に増加した(Fig. 26)。 
 
Fig. 26 Slc7a5 欠損による NFATc1 発現量の増加 
 
 Nfatc1 mRNA の転写と核内 NFATc1 の調節に関与しているシグナル伝達経路
を明らかにするため、破骨細胞の形成および NFATc1 発現量を調節する主要なシ
グナル伝達経路を分析した。その結果、RANKL によって惹起される Erk1/2 や





Fig. 27 Slc7a5 欠損によるリン酸化 MAPK 発現量の変化 
 




 変化がみられなかった MAPK ファミリーの因子とは異なり、RANKL 未刺激
状態の Slc7a5 欠損細胞では、リン酸化 Akt レベルが著しく増加した(Fig. 28)。 
リン酸化を受けて活性化した Akt は、核から細胞質への NFATc1 転移を促進する
働きを持つ GSK3β をリン酸化し、阻害することが報告されている(48)。したが
って、Slc7a5 を欠損させることで、Akt の活性化を介し核内の NFATc1 蓄積が増
加し、破骨細胞分化が促進することが考えられた。そこで、実際にウエスタンブ
ロッティングを行ったところ、RANKL 刺激を受けた Slc7a5 欠損細胞において
もリン酸化 GSK3β 発現量の増加が認められた(Fig. 28)。つまり、これらの結果






Fig. 28 Slc7a5 欠損による Akt/GSK3β シグナル伝達経路の活性化 
 
Akt/GSK3β シグナル伝達経路とは別の経路として、NF-κB シグナル伝達経路
が挙げられる。RANKL 刺激によって起きる IκB キナーゼ(IKK)の活性化は、IκB
のリン酸化とそれに続くプロテアソーム分解を誘導することが知られている。
IκB が離れた p65 および p50 サブユニットからなる NF-κB は核内へ転移し、 
Nfatc1 を含む標的遺伝子の転写を促進することが分かっている(49-51)。そこで、
IKKα/β および IκBα のリン酸化レベルならびに p65 の核内蓄積を調べたところ、
RANKL の存在下で Slc7a5 欠損細胞において有意に増加していた(Fig. 29)。すな





Fig. 29 Slc7a5 欠損による NF-κB シグナル伝達経路の活性化 
 
 Akt/GSK3β および NF-κB 経路の破骨細胞分化への寄与を調べるため、Akt 阻
害剤 X および IKK 阻害剤 BMS-345541 を含む培養液中で BMM を成熟破骨細胞










 本章で得られた結果から、Slc7a5 欠損細胞では Akt/GSK3β 経路または NF-κB
経路依存的な NFATc1 の核内蓄積が起きていることが示唆された。NFATc1 は核
内で Dc-stamp 遺伝子や Ctsk 遺伝子の転写を促進し、破骨細胞分化を誘導すると





























まであるが、卵巣摘出マウスの破骨細胞で Slc7a5 mRNA レベルが低下したとい
う事実は、破骨細胞の Slc7a5 発現レベルと閉経後骨粗鬆症の病態が負の相関を
示す可能性を示唆している。一方、骨芽細胞に発現する LAT1 に着目した実験で
は、in vitro 解析において JPH203 曝露によって放射性標識アミノ酸の取り込み量
が減少したにもかかわらず、in vivo 解析で作製した骨芽細胞特異的 Slc7a5 ノッ
クアウトマウスの骨量または骨形成パラメータに変化が認められなかった。可
能性の一つとして、筋肉細胞特異的 Slc7a5 ノックアウトマウスで見られるよう





主要な細胞内アミノ酸感受性メカニズムとして GAAC 経路(General control 
nonderepressible 2 [GCN2] -ATF4 経路)と mTORC1 経路の 2 種類が知られている
(54-56)。様々な研究チームによって薬理学的および遺伝学的戦略を駆使した in 
vitro および in vivo 解析が行われ、mTORC1 シグナル伝達が破骨細胞の分化と機
能に重要であることが示されている。ただし、これらの研究結果には一貫性がな
いことも分かっており(44,45,57,58)、Ctsk-Cre でターゲットした破骨細胞におけ











下流の転写因子 ATF4 が Nfatc1 の転写を誘導し(59)、破骨細胞分化を亢進させて
いる可能性も考えられた。実際に採取したタンパクを用いてウエスタンブロッ
ティングを行ったところ、ATF4 の上流因子である elF2α のリン酸化の亢進が認
められたため、この仮説を排除することは出来なかった。 









現在、LAT1 は PET や SPECT などのがんの画像診断および抗がん剤治療にお




















Chapter 7 結語  
 
1. 骨芽細胞および破骨前駆細胞に中性アミノ酸トランスポーターLAT1 が 
発現し、機能している。 
 
2. 破骨細胞の LAT1 を欠損させたマウスでは骨量の減少が生じるのに対し、 
骨芽細胞の LAT1 を欠損させたマウスには異常が認められない。 
 
3. LAT1 を欠損させた破骨前駆細胞は成熟破骨細胞への分化が亢進する。 
 
4. LAT1 が欠損した破骨前駆細胞において 
mTORC1 シグナルを活性化させると、破骨細胞分化が抑制される。 
 
5. LAT1 の基質となるアミノ酸非存在下では mTORC1 の機能が低下する 
傾向があり、LAT1 が mTORC1 の上流因子であると考えられる。 
 
6 LAT1/mTORC1 経路は Akt/GSK3β 経路および NF-κB 経路を介して 
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